STUDY ON CYTOPROTECTIVE EFFECT OF PROSTAGLANDIN E₁ ON THE D-GALACTOSAMINE-INDUCED INJURY OF RAT HEPATOCYTES IN PRIMARY CULTURE by 松本, 昌美






STUDY ON  CYTOPROTECTIVE EFFECT OF PROSTAGLANDIN E1 
ON  THE D-GALACTOSAMINE戸-INDUCEDIN]UR Y 
OF RAT HEPATOCYTES IN PRIMARY CUL TURE 
MASAMI MATSUMOTO 
The Third Dψartment 01 Internal Medicine， Nara Medical University 
Received September 29， 1994 
Absfract: The cytoprotective effect of prostaglandin E1 CPGE1) on the D 
galactosamine CGalN)-induced injury of rat hepatocytes in primary culture was investigat闇
ed. The LDH release from the GalN (1 mg/mI)-treated hepatocytes was suppressed in the 
presence of PGE1 (10-6 and 10-5 M). PGE1 (10-7 and 10-6 M) had a tendency to inhibit the 
reduction of albumin secretion in the GalN -treated hepatocytes. The decreases of intracel-
lular phospholipids and cholesterol in the GalN -treated hepatocytes were completely 
restored in the presence of PGE1 (10-5 M). Though fatty acid composition in the GalN-
treated hepatocytes showed an increase in linoleic acid level， and decreases in oleic acid and 
palmitoleic acid levels， these decreases were not affected by PGE1 addition. PGE1 (10-6 and 
10-5 M) raised cyclic AMP CcAMP) release from the GalN -treated hepatocytes. Dibutyryl 
cAMP also depressed LDH release from the GalN -treated hepatocytes. After a two-hour 
treatment with GalN (1 or 10 mg/mI)， hepatocytes showed an enhanced specific binding to 
[3HJ PGE1. Scatchard plot analysis indicated that GalN treatment increased the number of 
the binding sites to [3HJ PGE1. It is confirmed in the present study that PGE1 has cyto-
protective effects on experimental hepatocellular injury. Also， itis suggested that these 
cytoprotective effects of PGE1 could be at least in part associated with the cAMP-depen-
dent mechanism enhanced probably by the increase of specific PGE1 receptors in the early 
stage of hepatocellular injury. 
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prostaglandin (PG)は，アラキドン酸などの炭素数 20 ノレープに分類されている1) その中でも， prostaglandin 
個の高度不飽和脂肪酸からシグロオキシゲナーゼにより E， (PGE2)およびprostaglandinI， (PGI，)は，それぞれ
Prostaglandin E1の肝細胞障害防御作用に関する実験的研究 (581) 
の合成酵素により prostaglandin H2から合成され，





(CCI4)， D-galactosamine (GaIN)， acetaminophenな
どを用いた invivoまたは invitroの実験的肝障害モデ






















PGE1は小野薬品株式会社より ，dibutyryl cAMP 
(DBcAMP)は第一製薬株式会社より供与された. coト
lagenase Typ巴 1，insulin， dexamethasoneおよび
よび低速遠心法により分離した. 10 % FBS， insulin (1 
μM)， dexamethasone (1μM)および HEPES(10 mM) 
を含む WEに肝細胞を浮遊させ(5X 105 cells/mI)， 105 
cells/cm2の密度で Corningplastic dishに播種し，






肝細胞を GaIN(Oまたは 1mg/mI)および PGE1 (0， 
10ーへ 10-7，10-6または 10-5M)含有 WEで24時間培養
後， medium中の LDH活性を測定した.
2)アルブミン合成能
肝細胞を GaIN(Oまたは 1mg/mI)およびPGE1 (0， 
10-7または 10-6M)含有 WEで24時間培養後， medium 





肝細胞を GaIN(Oまたは 1mg/mI)および PGE1(0ま
たは 10-5M)含有 WEで 12時間培養し，次いで薬剤無
添加 WEでさらに 12時間培養した後， トリプシン処理
により細胞を回収した.凍結融解と超音波により細胞を





肝細胞を GalN(0または 1mg/mI)および PGE1(0， 
10-8， 10-7， 10-6または 10-5M)含有 WEで24時間培養
後， medium中の cAMP量を RIA法にて測定した.
4. GalNによる肝細胞障害に対する DBcAMPの影
actinomycin DはSigma社より， Williams'E medium 響
(WE) ， N -2-hydroxyethy 1 piperazine-N' -2-ethanesul 肝細胞を GaIN(Oまたは 1mg/mI)およびDBcAMP
fonic acid (HEPES)および fetalbovine s巴rum(FBS) (0， 10-6， 10-5， 10-4または 10-3M)含有 WEで 24時聞
はFlow社より， rabbit anti-rat albumin antiserumは 培養後， m巴dium中の LDH活性を測定した.
Cooper社より購入した. [5， 6-3H(N)]PGE1(60 Ci! 5.肝細胞の特異的 PGE1結合能
mmoI)は NewEngland Nucl巴ar社より， GaIN， cyclo. 肝細胞を GaIN(O，1または 10mg/mI)含有 WEで 2
heximid巴， CCI4，シンチレーション液およびその他の試 時間または4時間処理後， [3H] PGE1 (5 nM)を含む WE
薬はナカライテスク株式会社より購入した. に交換し， 37'Cで 30分間反応させた. 1， 5， 10， 15， 20 
2 肝細胞の初代培養 および30分の各時点で，肝細胞を冷却した WEで2回
肝細胞は，体重約 200gの Sprague-Dawley系雄性ラ 洗浄後， 1NNaOHを 1ml添加して回収し，シンチレー
ット(日本 SLC株式会社〉から，コラゲナーゼ潅流法問お ション液を加え，肝細胞に結合した[3H]PGE1を液体シ
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ンチレーションカウンターにて測定した.この際，総結 時添加により， LDH活性上昇は有意に抑制され， 10-5M 
合と非標識 PGE，(10-5 M)添加により得た非特異的結合 では， GalN添加による LDH活性上昇は約半分にまで
の差をもって特異的[3H]PGE，結合とした 抑制された.
cycloheximid巴(5μg/mI)， actinomycin D(1μg/mI) 2. GalN添加時のアノレプミン合成能と PGE，併用に
または CCl.(800μg/mI)で 2時間処理後の[3H]PGE，結 よる影響(Table1) 
合能についても同様に測定した GalN単独添加 24時間後の medium中に分泌された
また，肝細胞を GaIN(Oまたは 1mg/mI)含有 WEで アノレブミン量は， Controlの半分に減少していた.一方，
2時間処理後， [3HJ PGE， (5nM)を種々の濃度(0~10-5 GalN i;こ PGE，lO-7あるいは 10-6M を同時添加すると，
M)の非標識 PGE，とともに添加し， 4 'cで60分間反応 このアノレブミン分泌量の低下は抑制された.
させ，肝細胞に結合した[3H]PGE，を測定して，特異的 3. GalN添加後の肝細胞内脂質組成と PGE，併用に
[3H]PGE，結合の competitioncurveを作製した.さら よる影響(Tabl巴 2，3) 
に， Scatchard plotanalysisにて解離定数(Kd)および GalN添加後，回収した細胞中のリン脂質および総コ
最大結合能(Bmax)を求めた. レステローノレ量は，それぞれ Controlの38.9%， 35.7 % 
6.統計学的検定 に減少していた.GalNとPGE，の同時添加時には，リン
平均の差の検定は Stud巴ntのt検定でおこない，危険 脂質および総コレステローノレ量はそれぞれ Controlの
率 5%未満を有意とした 108.3%， 92.9 %のレベノレを保持していた(Table2) 
成 績
























GalN (1 mg/ml) 
Fig. 1. Effect of PGE， on LDH release from the 
GalN-tr巴atedhepatocytes 
Data are means:tSD of triplicat巴 d巴termina.
tions ※; p<0.05，※※; p < 0.01， compared 
with the valu巴 inth巴 absence of PGE，・
Hepatocytes wer巴 incubatedin the medium 
containing GalN (0 or 1 mg/mI) and PGE， (0， 
10-8， 10-7， 10-6 or 1O-5M) for 24h. LDH 
activity was determined with collected 
medium 
脂肪酸組成では， GalN添加によりリノーノレ酸 C18: 2 
の比率の増加とオレイン酸C18: 1とパノレミトレイン酸
Table 1. Effect of PGE， on the albumin secretion 
from the GalN -treat巴dh巴patocytes
Control 
GalN (1 rng/rnJ) 
GalN (1 rng/rnJ) + PGE， (10-7 M) 







Data are rneans of duplicate assay， in which each differ. 
巴nc巴wasbelow 10%. Hepatocytes w巴reincubated in the 
rnediurn containing GalN (0 or 1 rng/rnJ) and PGE， (0， 10-7 
or 10-6 M) for 24 h. Twenty-four hour-cultured rnediurn 
was concentrated 100-fold and used for the deterrnination 
of alburnin by single radial irnrnunodiffusion. 
Table 2. Effects of PGE， on intracel1ular contents of 
phospholipids and cholest巴rolin the GalN 
treated hepatocytes 
Control 
GalN (1 mg/rnJ) 
GalN (1 rng/rnJ) 
十PGE，(10-5 M) 
Ph仁spholipids Cholesterol 




Data are rneans of duplicate assay， inwhich each differ. 
ence was below 10%. Hepatocytes were incubated in the 
rnediurn containing GalN (0 or 1 mg/rnJ) and PGE， (0or 
10-5 M) for 12 h， and subsequently incubated in th巴rnediurn
without these agents for 12 h. The cel1s were col1巴ctedby 
trypsinization， sonicated for disruption and used for 
extraction of lipids 

























Table 3. Effect of PGEj on fatty acid composition in 
th巴 GalN-treated hepatocytes 
GalN 
Control 
GalN (1 mg/mJ) 
(1 mg/mJ) +PGE， 
(10-5 M) 
C 16: 0 31.5 28.0 34.0 
C 16: 1 3.2 1.3 。.7
C 18: 0 17.4 18.1 18.4 
C 18: 1 23.1 13.6 13.8 
C 18: 2 4.5 16.1 16.0 
C 18 : 3 (n-6) 0.2 0.2 。.0
C 18 : 3 (n-3) 0.2 0.2 0.2 
C 20: 3 0.8 0.6 0.5 
C 20: 4 11.9 14.8 10.7 
Control 
Fig. 2. Effect of PGEj on cAMP release from the 
GalN -treated hepatocytes. 
Data are means土SDof triplicate determina同
tions※; p<0.05，※※; p < 0.01， compared 
with the value in the absence of PGEj 
Hepatocytes wer巴 incubatedin the medium 
containig GalN (0 or 1 mg/mJ) and PGEj (0， 
10ーペ 10-'，10-6 or 10-5M) for 24h. cAMP was 
determined by RIA with collect巴dmedium. 
。
Data are means of duplicate assay and represented as % of 
total fatty acid， inwhich each difference was below 10% 
Hepatocytes were incubated in the medium containing 
GalN (0 or 1 mg/mJ) and PGE， (0or 10-5 M) for 12 h， and 
subsequently incubated in the medium without these 
agents for 12 h. The cels were collected by trypsinization， 
sonicated for disruption and us巴dfor extraction of lipids 




GalN (1 mg/ml) 
Fig.3目 Effectof DBcAMP on LDH release from the 
GalN-tr巴atedhepatocytes目
Data are means土SDof triplicate determina-
tions. ※; p<O.Ol， compard with the value 
in the absence of DBcAMP. Hepatocytes 
W巴reincubated in the medium containing 
GalN (0 or 1 mg/mJ) and DBcAMP (0， 10-6， 
10-5， 10-4 or 10-3M) for 24h. LDH activity 






















C 16: 1の比率の低下が認められ， n-6系の(C20 : 3十
C 20: 4)/C 18: 2比，すなわちリノーノレ酸不飽和化指数
の著明な低下が認められた.また， PGEj の併用は，GalN 
によるこれらの変化にはほとんど影響を与えなかった
(Table 3). 
4. GalN添加時の肝細胞 cAMP分泌量と PGEj併用
による影響(Fig.2) 
GalN単独添加 24時間後の medium中への cAMP分
泌量は， Controlに比して著明な低下を示していた.
GalNとPGEj を同時添加した場合，10-6および 10-5M 
のPGEj濃度において，cAMP分泌量は GalN単独添加
時のそれぞれ 168.1%， 162.4 %を示し，この増加は有意
であった.















Fig. 4. Time course of sp巴cific['H] PGE1 bindi昭 to
hepatocytes after 2h-treatm巴ntwith GalN. 
o ; control， .; GalN (1 mg/ml)ーtreated，
/';. ; GalN (10 mg/ml)-tr巴ated. Hepatocytes 
were incubated for 2h in th巴mediumcontain 
ing GalN (0， 1 or 10 mg/ml). Subsequently， 
bindings were d巴t巴rrhin巴d from the h巴-
patocytes harvested 1， 5， 10， 15， 20 and 30 min 
after replacement of the medium by fresh 
medium containing th巴 labeledPGE， (5nM) 
15 20 
Time (minutes) 
Fig. 5. Tim巴 courseof specific ['H]PGE1 binding to 
h巴patocytesafter 4h-treatment with GalN. 
0; control， .; GalN(1 mg/ml)-treated， 
ム;GalN(10 mg/ml)-treated. Hepatocytes 
were incubated for 4h in the m巴diumcontain 
ing GalN (0， 1 or 10 mg/ml). Subs巴quently，
bindings were determined from the h巴-
patocytes harvested 1， 5， 10， 15， 20 and 30 min 
after replacem巴ntof th巴 mediumby fresh 


















































性に充進した(Fig目 4，Table 4). しかし， GalN処理時
聞を 4時間とすると，もはや GalNによる ['HlPGE1結
合充進は認められなかった(Fig.5). なおこの際，
medium中の LDH活性は， GalN(10 mg/ml) 2時間処
理(36.3土9.80mIU /ml/5 X 105 cells)では Control
(24.5士5.23mIU /m1/5 X 105 c巴l1s)に比して有意な増加
はなく， GalN(10 mg/ml) 4時間処理(88.7:115.50
mIU/m1/5 X 105 ce11s)で、は Control (45.3:12.08 mIU/ 





添加後 15分および 30分で肝細胞の PGE，結合能は，
Controlに比して有意に増加した(Tabl巴 4).
[3Hl PGE1 (5 nM)と種々の濃度(0-10-5M)の非標識
PGE1を添加しておこなった[3HlPGE1結合の Compe.
tition assay においても， GalN (1 mg/ml) 2時間前処理
により，肝細胞の特異的ドHlPGE1結合は増加した(Fig
6). 
Scatchard plot analysisでは，肝細胞の [3HlPGE1結
合部位は 2種類存在するか，あるいは負の協同性をもつ
ことが示された.高親和性結合部位での Kdおよび
Bmaxは， Controlではそれぞれ 11.2nM， 290.4 fmol/ 
106 ce11sで， GalN処理ではそれぞれ 11.9nM， 635.8 
fmo1/106 ce11sであり， Kd値に明らかな差はなく， GalN 
処理で Bmax値の増加を認めた(Fig.7). 
Table 4目 Effectsof various agents口nspecific binding 
of [3H] PGE1 to hepaetocytes 
Binding rate (% of control) 
15min 30min 
Control I 100.0士5.97 100.0士6.52
GalN(l mg/ml) 1142.5土9.24* * 127. 6土7.89* 
GalN 00 mg/ml) 1158.9士0.48** 147.7士4.02* * 
Cyc1ぬeximide(5μg川1)1 14l.5土13.07** 107目。土11.85
Actinomycin DClμg/m1) 1 13l.6:13.36* * 107.7士3.73
CC14(800μg/ml) 1116.8土3.81* 12l.5土8.71*
Data ar巴means士SDof triplicate det巴rminations.
*pく0.05，* * p < 0.01， compared with control value at the 
same time point. Hepatocytes were incubated for 2h in the 
m巴diumcontaining each of various日gentsdescribed in 
table. Subsequently， bindings were det巴rminedfrorn th巴
hepatocytes harvested 15 and 30 rnin after replacernent of 



































明であるが， Ruwart'9)らや Rush叫らは， CCI4肝障害に
おいて，dmPGE，は CCI，由来の肝毒性物質 trichlor.
om巴thylfr巴 radicalの産生を阻害することによって肝














10.9 10.8 10.7 
Concentration of non-radioactive PGE1 
Fig. 6. Competition curv巴ofspecific ['HJPGE， bind. 
ing to GalN-treat巴dhepatocytes. 
0; control，・;GalN (1 mg/mOーtreated
Hepatocytes wer巴 incubatedfor 2h in th巴
medium with and without GalN (1 mg/mO. 
['HJ PGE， binding was determined with the 
hepatocytes incubated in the medium 
containing th巴 label巴dPGE， (5nM) and non 
-radioactive PGE， atvarious conc巴ntrations







































1.0 2.0 3.0 
PGE1 bound (pmol/106c815) 
Fig. 7. Scatchard plot analysis of specific ['HJPGE， 
binding to GalN -treat巴dh巴patocytes
o ; control， . ; GalNCl mg/mO-treated. 
Hepatocytes w巴reincubated for 2h in the 
medium with and without GalN(l mg/mO. 
['HJ PGE， binding was d巴terminedwith the 
hepatocytes incubated in the medium 
containing the labeled PGE， (5nM) and non 
-radioactive PGE， atvarious concentration 













いては， GalN により C18: 2(n-6)比率の増加と C18 
1， C 16: 1比率の低下が認められた. C 18: 1および
C 16: 1は，ム9ー不飽和化酵素によりそれぞれC18: 0お
よびC16: 0から合成され，また， C18: 2(n-6)は，ム6














































結合部位での Kd値は 1.3nM27)または 17.6nM28)とい
う報告があるが，本研究では，正常肝細胞の Kd値は
11.2 nM， GalN障害肝細胞の Kd値は 11.9nMであり，
両者の Kd値はほぼ同レベルで、あった.一方， GalN障害


























1) PGE1 (10-6および 10-5M)は， GalN(l mg/mJ)添
加時の肝細胞からの遊離 LDH活性の増加を有意に抑制
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にt申告lしTこ Stachura;J.， Tarnawski， A. and IVe'y， K. J. : 
4) GalN(1 mg/mJ)により，肝細胞内脂肪酸組成での Gastroent巴rology92・669，1987. 
リノーノレ酸比率の増加とオレイン酸，パノレミトレイン酸 4) Koyama， T.， Uno， H.， Ishii， S.， Bannai， K.， 
比率の低下が認められ， リノール酸不飽和化指数の著明 Hasato， A. and Makita， T.: J. Pharm. Pharー
な低下が認められたが， PGE， (10-5 M)はこれらの変化 macol. 42: 362， 1990. 
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